PURIFICATION OF RIBOSOME-INACTIVATING PROTEIN (RIP) OF MIRABILIS JALAPA L. LEAVES BY CM-SEPHAROSE CL-6B AND SEPHACRYL S-300HR COLUMN by ., Sudjadi et al.
Majalah Farmasi Indonesia, 14(2), 316-321, 2003 
Majalah Farmasi Indonesia, 14(2), 2003 
316 
 
PEMURNIAN RIBOSOME INACTIVATING 
PROTEIN (RIP) DARI DAUN MIRABILIS JALAPA L. 




PURIFICATION OF RIBOSOME-INACTIVATING PROTEIN (RIP) OF 
 MIRABILIS JALAPA L. LEAVES BY CM-SEPHAROSE CL-6B  
AND SEPHACRYL S-300HR COLUMN 
 
Sudjadi, Sismindari, Tenti Herawati, dan Alberta Tri Prasetyowati 
 





Protein total dari daun Mirabilis jalapa L mempunyai aktivitas memotong DNA superkoil menjadi nik 
sirkuler dan linier, dan juga memotong ikatan glikosik pada adenin4324 26 S rRNA khamir. Protein total ini juga 
bersifat sitoksik terhadap sel HeLa melalui apoptosis dan sel Raji dengan mekanisme yang belum diketahui. Akan 
tetapi belum diketahui protein yang bertanggung jawab terhadap aktivitas tersebut. Oleh karena itu perlu dilakukan 
pemurnian dengan kromatografi penukar kation dan kemudian gel filtrasi. 
Ekstrak gubal daun M.jalapa  dibuat dengan bufer natrium fosfat 5 mM pH 7,2 yang mengandung natrium 
klorida 0,14 M. Protein total dibuat dengan pengendapan dengan amonium sulfat 100% jenuh kemudian didialisis 
dengan bufer fosfat pH 7,2. Larutan protein ini dipisahkan dengan kolom penukar kation CM-Sepharose CL-6B. 
Kolom dicuci dengan bufer natrium fosfat 5 mM pH 6,5.  Protein kemudian  dielusi secara gradien linier dengan 
konsentrasi natrium klorid semakin tinggi. Fraksi yang mampu memotong DNA superkoil diuji aktivitas N-
glikosidasenya dan dimurnikan lebih lanjut dengan kolom gel filtrasi Sephacryl S-300HR. Analisis kemurnian dan 
ukuran protein dilakukan dengan elektroforesis gel poliakrilamid–SDS dengan pewarnaan perak nitrat. 
Protein sejenis RIP terelusi  dari kolom CM-Sepharose CL-6B pada gradien natrium klorida 0,25 – 0,30 M. 
Ukuran molekul protein itu adalah sekitar 30 kD. 





Total protein of Mirabilis jalapa leaves has activities to cleave supercoiled DNA to nick circular and linear 
and to cleave glycosidic bound of adenin4324  of  yeast 26S rRNA. The protein was cytotoxic on HeLa and Raji cell-
lines through apoptosis and necrosis mechanisms, respectively. However, the protein, poseess the activities, has yet 
been resolved. Therefore, protein furification to obtain single protein is necessary. 
Crude extract of M.jalapa leaves was prepared using 5 mM sodium phosphate buffer pH 7,2  containing 
0,14 M sodium chloride. Total protein was obtained by precipitating the extract at 100% saturated ammonium 
sulfate and then dialyzed against phosphate buffer. The protein was purified by CM-Sepharose CL-6B, a cation 
exchange column. After loading the protein, the column was washed with 5 mM sodium phosphate buffer pH 6,5. 
The proteins were then eluted with linear gradient of increasing sodium chloride concentration. The fraction with 
supercoiled DNA-cutting activity was performed for N-glycosidase activity. The active fraction was  a subject for 
further purification with Sephacryl S-300HR, a gel filtration column. The purity and size protein were confirmed by 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis with silver nitrate staining. 
RIP like protein was eluted from CM-Sepharose CL-6B on 0,25 – 0,3 M sodium chloride. The size of 
protein is around 30 kD. 
Key words :  RIP purification,  M.jalapa leaves, CM-Sepharose CL-6B, Sephacryl S-300HR 
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PENDAHULUAN 
 
Ribosome-Inactivating Protein (RIP) adalah protein tanaman yang terdistribusi luas pada tanaman tinggi. 
Sesuai namanya protein ini menghambat sintesis protein karena aktivitas RNA N-glikosidasenya, dengan memotong 
ikatan glikosidik adenin tertentu pada 28S rRNA (26S rRNA khamir). Pemotongan ini mencegah pengikatan faktor 
perpanjangan 2 (eEF-2.GTP) pada ribosom sehingga sintesis protein berhenti (Chaddock dkk, 1996). Selain aktivitas 
N-glikosidase, RIP juga diketahui mempunyai aktivitas memotong DNA plasmid superkoil dan sirkuler secara in 
vitro (Roncuzzi and Gasperi-Campadin, 1996). Berdasarkan sekuen primernya, RIP diklasifikasikan dalam dua tipe, 
yaitu RIP tipe I yang berupa polipeptida tunggal dengan ukuran 25 – 30 kDa dan tipe II yang terdiri dari dua subunit 
dengan ukuran sekitar 60 kDa. 
 Mirabilis jalapa L atau Bunga Pukul Empat telah lama digunakan sebagi obat tradisional dengan banyak 
penggunaan. Fraksi protein ekstrak daun M.jalapa mampu memotong DNA superkoil menjadi nik sirkuler dan linier 
(Suprapti, 1997) dan mampu memotong ikatan glikosidik adenin4234 rRNA Saccharomyces cerevisiae (Sismindari 
dan Lord, 2000).  Protein total dari biji M.jalapa menyebabkan kematian sel HeLa melalui apoptosis (Sudjadi, dkk., 
2002). Protein dari akar tanaman ini juga bersifat sitotoksik terhadap sel HeLa dan relatif kurang sitotoksik terhadap 
sel Raji (Ikawati dkk, 2002). Semua aktivitas tersebut ditunjukkan oleh protein total. Oleh karena itu perlu dilakukan 
pemurnian protein yang bertanggung jawab terhadap aktivitas seperti di atas dengan menggunakan 2 macam kolom, 
penukar kation dan kemudian gel filtrasi. 
 Pada penelitian ini dilakukan pemurnian protein dari daun M.jalapa berbunga merah dengan pengendapan 
amonium sulfat. Setelah didialisis dipisahkan dengan kolom penukar kation CM Sepharose CL-6B dan dilanjutkan 
dengan gel filtrasi Sephacryl S-300HR. Aktivitas fraksi diuji dengan kemampuannya memotong DNA superkoil 
pUC18 dan kemudian aktivitas RNA N-glikosidasenya. Kemurnian dan ukuran protein ditetapkan dengan 
elektroforesis gel poliakrilamid-SDS. 
 Dari penelitian ini diperoleh protein dengan ukuran 30 kDa yang diduga kuat bertanggung jawab terhadap 





Daun M.jalapa diambil dari tumbuhan berbunga merah, berumur sekitar 5 bulan, tumbuh didaerah Pogung 
Sleman Yogyakarta dan telah di diidentifikasi oleh Bagian Biologi Farmasi, Fakultas Farmasi UGM.  
Subyek uji. Protein daun M.jalapa, DNA superkoil pUC18, ribosom Saccharomyces cerevisiae. 
Alat uji. Kromatografi cair Perkin Elmer Nelson LC-1022 dengan kolom CM-Sepharose CL-6B dan Sephacryl S-
300HR (Pharmacia LKB Biotech); Elektoforesis gel agaros; Elektroforesis gel poliakrilamid-SDS (Mini-Protean II 
Bio-Rad) 
 
Pembuatan fraksi protein dari daun Mirabilis jalapa L. 
Daun Mirabilis jalapa L dikumpulkan segar, dicuci bersih, lalu dipotong kecil-kecil. Sebanyak 30 gram 
ditempatkan pada mortir steril, ditumbuk halus dengan penambahan 80 ml dapar natrium fosfat 5 mM pH 7,2 yang 
mengandung 0,14 M natrium klorid pada suhu 4OC. Ekstrak yang diperoleh disentrifugasi 28.000 g selama 30 menit 
pada suhu 4OC. Selanjutnya supernatan  ditambah amonium sulfat dengan kejenuhan 100%. Larutan disentrifugasi 
1500 g selama 10 menit pada suhu 4OC. Supernatan dibuang dan endapan dilarutkan dalam sedikit mungkin dapar 
natrium fosfat 5 mM pH 7,2. Selanjutnya dilakukan dialisis dengan menggunakan dapar natrium fosfat 5 mM pH 
7,2. Hasil dialisis disentrifugasi 8500 g selama 10 menit pada suhu 4OC. Endapan dibuang dan supernatan 
merupakan sampel fraksi protein (Stirpe dkk, 1983). Kadar protein total ditetapkan denngan mengukur serapan pada 
280 nm dan 260 nm seperti dijelaskan oleh Layne (1957) 
 
Pemurnian protein dengan kolom CM-Sepharose CL-6B. 
Sebanyak 0,5 ml sampel fraksi protein dimasukkan ke dalam kolom CM-Sepharose dan dielusi dengan 
dapar natrium fosfat mM pH 6,5. Setelah semua puncak keluar protein yang terikat pada fasa diam dielusi dengan 
dapar natrium fosfat 50 mM yang mengandung natrium klorid 0,5 M secara bergradien dengan kecepatan alir 5 
ml/menit. Fraksi  yang diperoleh dengan kadar natrium klorid sekitar 0,25 - 0,3 M diuji aktivitas memotong DNA 
superkoil (Stirpe dkk, 1983) dan uji RNA N-glikosidase terhadap ribosom Saccharomyces cerevisiae (May dkk., 
1989). Uji kemurnian penetapan ukuran protein dilakukan dengan elektroforesis poliakrilamid-SDS dengan 
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Pemurnian dengan kolom Sephacryl S-300HR  
Fraksi aktif dari hasil pemisahan di atas dimasukkan kedalam kolom Sephacryl dan dielusi dengan bufer 
natrium fosfar 5 mM pH 6,5 dengan kecepatan alir 0,25 ml/menit. Fraksi yang diperoleh pada puncak yang 
dihasilkan diuji aktivitasnya memotong DNA superkoil. 
 
 Uji koaktivitas pemotongan DNA supercoil untai ganda 
 Plasmid pUC18 diisolasi dari Escherichia coli DH5α yang membawa pUC18 dengan metoda lisis alkali  
(Sambrook dkk, 1998).  Enam g DNA plasmid pUC18 dicampur dengan 1 l dapar TMN 10x dan fraksi protein 
dengan kadar tertentu, ditambahkan aquabidest hingga volume akhir 10 l, diinkubasi pada suhu 30OC selama satu 
jam. Kemudian ditambah 2 l dapar pemuat dan dielektroforesis menggunakan gel agarosa 0,8% dengan kekuatan 
60 Volt (Ling dkk, 1994). 
 
Uji aktivitas N-glikosidase (May dkk, 1989) 
a. Isolasi Ribosom 
Sel yang telah ditumbuhkan, dipanen dan dilisis dengan menggunakan butiran gelas (40 mm) dalam dapar 
lisis (kalium asetat 100 mM, magnesium asetat 2 mM, gliserol 20 % dan HEPES 20 mM pH7,4) dan kemudian 
disentrifugasi pada 15.000g selama 15 menit. Supernatan dipindahkan ke dalam tabung steril dan disentrifugasi pada 
50.000 g pada 4OC selama 40 menit. Endapan diresuspensi dan disimpan untuk penelitian lebih lanjut. 
 
b. Deteksi aktivitas RNA N-glikosidase 
Ribosom (40 g) diinkubasi dengan fraksi protein pada suhu 30OC selama 30 menit, dalam volume total 20 
ml Tris-HCl 25 mM pH 7,6, kalium klorid 25 mM, magnesium klorid 5 mM. Sebagai kontrol adalah campuran 
serupa tanpa fraksi protein. Setelah diinkubasi, rRNA diekstraksi dengan fenol dan diendapkan dengan etanol. Lima 
g rRNA ditambah  50 l anilin 0,1 mM dalam asam asetat 3 % dan diinkubasi pada 60OC selama 2 menit. Juga 
diperlakukan sama untuk sampel tanpa penambahan anilin. Setelah inkubasi, rRNA diendapkan dengan etanol, dan 
dielektroforesis pada gel agarose/formamid seperti dijelaskan oleh May dkk (1989). Pita dalam gel dilihat pada 
transluminator UV. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Protein dalam ekstrak gubal diendapkan seluruhnya dengan penambahan amonium sulfat 100% jenuh 
dimaksudkan supaya tidak tercampur dengan senyawa non-protein. Dialisis dilakukan untuk menurunkan kadar 
amonium sulfat supaya tidak mengganggu pada pemisahan dengan kolom penukar kation. Larutan protein total 
tersebut kemudian dipisahkan dengan kolom CM-Sepharose CL-6B dengan eluen bufer natrium fosfat mM pH 6,5 
selama 30 menit untuk memisahkan protein yang tidak terikat dengan fasa diam. Elusi dilanjutkan dengan eluen 
bergradien natrium klorid 0-0,5 M dalam bufer natrium fosfat dan muncul 6 puncak (Gambar 1). Uji aktivitas 
terhadap  pemotongan DNA superkoil menunjukkan bahwa ada dua kelompok yang aktif yakni  pada protein yang 
terelusi tanpa gradien natrium klorid dan pada elusi natrium klorid 0,25 – 0,3 M. Hal ini menunjukkan bahwa paling 
tidak ada dua macam protein aktif, satu protein dengan net muatan negatif sehingga tidak terikat pada fasa diam dan 
tidak dilakukan pemurnian lebih lanjut. Sedangkan jenis lainnya yang terikat pada fase diam. Kedua macam protein 
ini ternyata juga mempunyai aktivitas RNA N-glikosidase, yang merupakan aktivitas spesifik untuk RIP. Protein itu 
medepurinasi rRNA besar (26 S rRNA pada khamir) sehingga ikatan gula dan fosfat mudah terhidrolisa pada tempat 
itu. Ketika rRNA terdepurinasi itu diperlakukan dengan anilin, terjadi pemotongan pada situs terdepurinasi dan 
menghasilkan fragmen dengan ukuran 367 nukleotida untuk 26S rRNA khamir (Stirpe dan Barbieri, 1986) Pada 
penelitian ini ribosom kamir diinkubasi dengan ekstrak gubat, protein total fraksi protein aktif. RNA diekstraksi, 
diperlakukan dengan anilin dan dianalisis dengan elektroforesis gel poliakrilamid-formamid, seperti ditunjukkan 
pada Gambar 2 lajur 4, 6 dan 8, protein medepurinasi 26S rRNA dan menghasilkan fragmen (367 nukleotida) 
setelah perlakuan dengan anilin. Pada lajut tanpa perlakuan dengan anilin tidak muncul fragmen itu. Untuk melihat 
tingkat kemurnian dari fraksi natrium klorid 0,25 – 0,3 M ini dielektroforesis gel poliakrilamid-SDS dengan 
pewarnaan perak nitrat. Gambar 3 menunjukkan hanya ada dua pita yang berarti telah berhasil menghilangkan 
sebagian besar protein lain. Hal ini dapat dilihat dengan membandingkan antara fraksi natrium klorid 0,25 – 0,3 M 
dengan ekstrak gubal dan protein total. Ukuran kedua protein tersebut tidak ditetapkan dari hasil ini karena pita 
marka protein saling menyatu akibat pewarnaan yang kurang baik. Dari percobaan yang lain kedua protein tersebut 
berukuran 36,5 kD dan 30 kD. Protein ini mungkin seperti Mirabilis Antiviral Protein dari akar M.jalapa yang 
dilaporkan oleh Vivanco (a) dkk (1999) yang  terelusi dengan natrium klorid 0,3 mM dan berukuran 27 kD. Beberapa 
tanaman mengandung lebih dari satu RIP, seperti akar Mirabilis expansa L mengandung dua macam RIP dengan 
ukuran 29 kD dan 24 kD (Vivanco (b) dkk, 1999). Ukuran RIP tipe 1 umumnya antara 25 -30 kD. Oleh karena itu 
protein 30 kD ini diduga kuat adalah RIP yang terdapat dalam daun M.jalapa. 
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Gambar 1. Kromatogram hasil pemisahan dengan CM-Sepharose CL-6B. Fraksi ditampung setiap menit. Fraksi no 





























Gambar 2. Elektrogram hasil uji aktivitas N-glikosidase. Lajur 1 dan 2 ribosom kontrol, lajur 3 dan 4 dengan 
penambahan protein total; lajur 5 dan 6 dengan penambahan fraksi protein yang tidak terikat fasa diam; 
lajur 7 dan 8 dengan penambahan fraksi protein terelusi 0,25 – 0,3 M NaCl. (-) tanpa perlakuan anilin dan 
(+) dengan perlakuan anilin.  Anak panah menunjukkan adanya fragmen  (diduga 367 nukleotida) hasil 
pemotongan rRNA. 
Sudjadi 






















Gambar 3. Elektrogram gel poliakrilamid-SDS dengan pewarnaan perak nitrat. Lajur 1 marker protein 205 kD –7,4 

























Gambar 4. Kromatogram hasil elusi  dengan kolom Sephacryl S-300HR dengan panjang 20 cm. Fraksi ditampung 
setiap menit. Kecepatan alir 0,25 ml/ menit. Daerah yang diarsir mempunyai aktivitas memotong DNA 
superkoil. 
 
Pemurnian lebih lanjut dilakukan dengan kromatografi gel filtrasi Sephacryl S-300HR dengan kecepatan 
elusi 0,25 ml/menit. Hasil elusi hanya menghasilkan satu puncak dengan bentuk simetris yang merupakan salah satu 
tanda bahwa puncak itu terdiridari satu macam protein (Gambar 4). Fraksi ini juga tidak menunjukkan aktivitas 
memotong DNA superkoil. Setelah fraksi ini dipekatkan dengan freeze dried baru menunjukkan aktivitasnya. Hal ini 
berarti terjadi pengenceran yang sangat berarti sehingga aktivitasnya tidak terdeteksi. Hanya satu puncak yang 
muncul menunjukkan bahwa pemisahan dengan panjang 20 cm kolom Sephacryl S-300HR ini dan kecepatan alir 
0,25 ml/menit tidak berhasil memisahkan protein 36,5 dan 30 kD. Hal ini diperkuat dari hasil uji aktivitas 
pemotongan DNA superkoil terhadap puncak tersebut menunjukkan aktivitasnya hanya terdapat pada salah satu sisi 
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dari puncak itu (bagian yang diarsir). Penelitian lebih lanjut akan dilakukan pada tahap pemisahan dengan gel filtrasi 




 Pemisahan RIP dengan kolom penukar kation CM-Sepharose CL-6B mampu memisahkan protein 36,5 dan 
30 kD dari protein total.  Dari kedua protein itu protein 30 kD diduga kuat merupakan Ribosom Inactivating Protein 
dari daun M.jalapa berbunga merah. 
 Kolom Sephacryl S-300HR dengan panjang 20 cm tidak mampu memisahkan dua protein dengan ukuran 
30 dan 36,5 kD. 
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